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(£4) Procede pour le dosage de Puree et de I' urease, et coffret des reactrfs necessalres pour la mise en oeuvre de 
ce procede. 

(57) L'inventioh conceme un procede pour le dosage de 
rutee, ou de I'urease dans les milieux liquides, en particu- 
lier dans les flukJes biologiques. . ; 

Selon l'inventioh, on melange Techantfllon renfermant 
respectivement I'uree a doser ou ('urease a doser avec un 
premier reactif essentiellement constitue par une solution 
aqueuse d'un compose chimique qui est stable dans ladite 
solution au moins pendant la duree du dosage, dorit la co- 
loration varie en fonction du pH, dans la plage de pH allant 
d'environ 5 t 5 a environ 9, ladite solution renfermant le cas 
echeant respectivement de I'urease ou de I'uree, ladite 
urease ou uree etant, dans la negative, ajoutee ulterieure- 
ment sous la forme d'une solution aqueuse et constituant 
alors un second reactif, et on deduit la concentration res- 
pectivement de I'uree ou de I'urease recherchee de la diffe- 
rence des mesures de la densite optique de I'echantillon a 
une meme longueur d'onde du spectre visible effectuees 
avant et apres Paction d'hydrolyse par 1'urease, cette diffe- 
rence etant comparee au resultat obtenu, dans les memes 
conditions, avec une solution etalon respectivement d'uree 
ou d'ureas . 

Application au dosag de I'uree ou d I'urease. 
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La pr£sente invention porte sur un proc6d£ pour le 
dosage de l'urde et de 1/ urease dans les milieux liquides, 
en particulier dans les liquides biologiques, tels que le 
sang, les urines, etc. Le dosage de 1 'urease est 
interessant en immunoenzymologie, 1 'urease 6tant fix6e & un 
anticorps ou a un antigene, ou en biologie mol^culaire, 
1 'urease etant alors fixee a une sonde nucleique ADN ou ARN 
non-radioactive. L' invention porte egalement sur les cof f retfe 
des react if s necessaires pour la mise en oeuvre de ce 
procede. 

Le dosage de 1'uree s'effectuait traditionnelle- 
ment par les methodes purement chimiques a l'hypobromite, au 
xanthydrol, au paradimethylaminobenzaldehyde, a la diacetyle 
monoxime et a 1 ' orthophtalaldehyde . Dans 1 ' ensemble , ces 
methodes ne sont plus utilises. Les methodes au diacetyle 
monoxime et a 1' orthophtalaldehyde qui le sont encore sont 
peu specif iques et elles sont sujettes a de nombreuses 
interferences. De plus, leur emploi est souvent malaise, 
car elles necessitent vine temperature d' utilisation elevee 
et elles posent des problemes de corrosion et de 
conservation. 

Les methodes chimiques classiques pour le dosage 
de l'uree dans les milieux biologiques ont ete supplantees 
par les methodes enzymatiques , effectuant un dosage 
d' ammoniac apres hydrolyse de l'uree par 1' urease ; ce sont 
la reaction de Nessler, la reaction de Berthelot et la 
titration avec la cellule de Conway, la mesure differen- 
tielle de pH, l'electrode specif ique 4 1 'ammoniac, et la 
methode enzymatique totale k la glutamate deshydrbg^nase. 
Cette derni&re, qui est de trfes loin la plus utilisee, est 
tres specif ique, precise et tres sensible. Elle presente 
cependant un certain nombre d'inconvenients : 



2654436 



2 

t 

* 

elle est cotlteuse ; 

la stability du rdactif est relativement faible ; 
elle n6cessite un d quip em nt permettant de falre des 
mesures de dens ltd opt i que dans 1' ultraviolet 
(340 nanometres) , dtant done dif f icilement applicable 
dans les pays oil les moyens techniques et £conomiques 
sont modestes ; 

elle est dif f icilement utilisable pour les urines, car 
elle est sujette k 1 9 interference de 1' ammoniac 
preexistant et, trop sensible, elle necessite une 
dilution des urines car la concentration en uree y est 
trop importante. Ce pre-traitement des urines est tres 
penal isant pour des dosages en series. 

La presente invention vise a remedier a 1' ensemble 
de ces inconvenients . A cet effet, selon 1' invention, on 
propose de doser l'uree sur la base de la variation de la 
densite optique, apres hydro lyse de 1 ' uree par 1' urease, du 
milieu contenant I 7 uree et un compose chimique dont la 
coloration varie en fonction du pH (designe parfois ci-apres 
s implement par le terme «colorant») . Le schema react ionnel 
est le suivant, le colorant etant le pourpre de phtaleine : 

H 2 N 

\ urease 
C=0 + H 2 0 > 2NH 3 + C0 2 

/ i 
H 2 N 

uree ir 

alcalinisation 
du milieu 

pourpre pourpre de phtaleine incolore 

Un tel procede convient entre autres trfcs bien pour le 
dosage de 1 ' uree dans les urines. Sa mise en oeuvre est 
simple, ne comportant que le melange de 1'echantillon & 
doser avec un ou deux reactifs, sans necessiter de 
chauffage. Ces reactifs sont stables pendant plusieurs 
semaines et ils ne sont pas corrosifs. En outre,, le proc^dd 
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est sp6cifique d l'ur6e, sa specif icit6 <£tant celle d 
1' urease ; il est fiable dans les conditions normales 
d'utilisation ; il ne ndcessite pas d'6quipement cotiteux 
puisque la mesure de density optique est faite dans le 
spectre visible, une estimation pouvant meme fitre faite h 
1'oeil nu ; et il est d'un cotit tr6s sensiblement inf6rieur 
aux procdd6s actuels. 

En outre, conf ornament 4 1' invention, 1' urease 
peut etre dos6e par reaction inverse, l'ur§e se trouvant & 
taux conmi dans le react if et 1' urease se trouvant dans 
l'6chantillon. Ce type de dosage est interessant dans deux 
cas : 

en immunoenzymologie , 1 'urease etant fixee a un 
anticorps ou a un antigene. L' anticorps (ou antigene) 
etant specif ique d'une autre molecule (hormone, 
proteine, medicament ...-)# il est possible de 
determiner quantitativment cette molecule par le biais 
de la reaction uree-urease-compos£ chimique dont la 
coloration change en fonction du pH ; 
- en biologie moleculaire, 1 'urease etant cette fois 

fixee a une sonde nucleique ADN ou ARN non-radioactive. 
La sonde etant specif ique de son brin complementaire, 
il est alors possible de le detecter ou de le doser, 
tou jours par la meme reaction. Cette methode peut 
alors permettre la detection de virus ou de bacteries 
dans les milieux biologiques jet dans les produits 
alimentaires, le depistage des maladies genetiques, et 
d' aider au diagnostic et au traitement dans les 
cancers . 

La presente invention a done d'abord pour objet un 
procede de dosage de l'uree, ou de l'urease, dans les 
milieux liquides, en particulier dans les milieux biolo- 
giques, caracterise par le fait qu'on melange 1'echantillon 
renfermant respectivement l'uree ou 1 'urease & doser avec un 
premier reactif essentiellement constitue par une solution 
aqueuse d'un compose chimique qui est stable dans ladite 
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solution au mo ins pendant' la dur6e du. dosage et dont la 
coloration varie en fonctlon du pH, dans la plag de pH 
allant d' environ 5,5 k nviron 9, ladite soluti n r nfermant 
le cas £ch£ant respect ivement de 1 ' urease ou de l'ur6e, 
ladite urde ou urease 6tant, dans la negative , ajputte 
ultdrieurement sous la forme d'une solution aqueuse et 
constituant alors un second reactif, et on d6duit la 
concentration respect ivement de l'ur6e ou de 1 ' urease 
recherchde de la difference des mesures de la density 
optique de 1' echantillon k une meme longueur d'onde du 
spectre visible , effectuees avant et apres 1' action d'hydro- 
lyse par 1 'urease, cette difference etant comparee au 
resultat obtenu, dans les memes conditions, avec une 
solution dtalon respect ivement d'ur6e ou d'ur6ase. 

Conform£ment a un premier mode de realisation : 

- dans une premiere etape, on melange 1' echantillon 
renfermant respect ivement 1'uree h doser ou 1 'urease a 
doser avec un premier reactif essentiellement constitue 
par une solution aqueuse du compost chimique dont la 
coloration varie en fonction du pH, dans la plage de pH 
allant d' environ 5,5 k environ 9, ladite solution 
renfermant le cas echeant respect ivement de 1 'urease 

ou de l'uree ; 

- dans une seconde etape, on mesure la densite optique de 
1 ' echantillon ; 

- dans une troisieme etape, conduite dans le cas oil le 
premier reactif ne contenait pas respect ivement 
d'urease ou d'uree, on ajoute a 1 'echantillon k 
traiter, un second reactif constitue par une solution 
aqueuse respect ivement d'urease ou d'uree ; et 

dans une quatrieme etape, on mesure a nouveau la 
densite optique de 1 ' echantillon k la meme longueur 
d'onde ; et 

on deduit la concentration respectivement d'uree ou 
d'urease recherchee. 

Le colorant selon 1' invention doit etre soluble en 
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milieux aqueux dans la plage" de pH correspohdant h c lie de 
l'action de l'ur6ase (environ 5/5-9), et il doit fitre stable 
dans ce milieu au mo ins pendant la dur^e du dosage, s it, de 
pr6f6rence, pendant au mo ins quelques heures* De plus, le 
changement de couieur ne doit 6tre ni trop rapide ni trop 
bref • Ce colorant peut etre un complexant m6tallique, comme 
le pourpre de phtal&ine, le rouge de pyrogallol, le bleu de 
methyl thymol, le pourpre de bromocrdsol, le bleu de 
toluidine, le bleu d' aniline, ou un indicateiir color£ de pH, 
comme 1'hematoxyline, le tournesol, le nitro-4 ph6nol, le 
bleu de bromoxylenol , l'alizarine, le bleu de bromothymol, 
le pourpre de cresol, la phenolphtaleine ; on peut egalement 
utiliser un melange de ces composes. 

La solution aqueuse constituant le premier react if 
peut avantageusement renfermer au mo ins un agent complexant, 
comme l'EDTA, le NTA, en urie quantite suffisante pour eviter 
toute interference avec des metaux eventuellement presents 
dans le milieu. 

Cette solution aqueuse constituant le premier 
reactif peut etre plus ou moins tamponnee en fonction de la 
sensibilite desiree (moins elle est tamponnee. , plus la 
variation de coloration est importante pour une meme 
quantite d'uree (ou d'urease)). 

(a) Dosage de l'uree 

Dans le dosage de l'uree, 1 'urease se presente 
sous la forme d'une poudre et elle est incorporee, au moment 
de l'emploi, soit dans la solution du colorant, so it dans une 
solution d*eau physiologique, pour constituer alors le second 
reactif. 

Pour 1' application au dosage de l'uree dans les 
milieux biologiques, comme le sang ou les urines, la 
concentration en colorant dans la solution constituant le 
premier reactif peut aller de quelques micromoles & quelques 
millimoles par litre, etant choisie notamment entre environ 
0,1 et environ 5 mmol /I, et la concentration en urease dans 
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le premier ou second r6actif peut aller de quelques 
centaines h quelques roilliers d'UI/1, et se situer notamraent 
entre environ 1 000 t 50 000 UI/1. 

La concentration du colorant varie en fonction de 
la quantity maximal e d'ur6e & doser. Ainsi, dans 
l'Exemple 2 ci-apres, la quantity maximale est fixee a 
500 mmol/1, 1'echantillon est dilu6 au 1/111 , soit une 
concentration de 4,5 mmol/1 ; si le milieu n'6tait pas 
tamponne, il faudrait une concentration legerement 
superieure a cette valeur ; comme il l'est un peu, une 
concentration a 2,5 mmol/1 suffit. 

La quantite d ' urease influe seulement sur la 
vitesse de la reaction avec 35 000 UI/1, celle-ci est 
complete, meme pour une concentration d'uree de 500 mmol/1, 
en mo ins de 5 minutes ; plus on diminuera la concentration 
d 'urease, plus la reaction sera longue. 

(b) Dosage de 1 'urease 

Pour les applications a 1 ' immuno-enzymologie et a 
la biologie moleculaires, les conditions seront Ik fort 
differentes, 1 'urease sera presente en tres petite quantite 
puisqu'il n'y aura qu 7 une molecule d'urease par molecule de 
produit recherche et celui-ci est le plus souvent en 
quantite infime, en general infer ieure a 1 UI/1 ; en revanche, 
l'uree sera presente dans le premier ou le second reactif en une 
quantite connue, en etant comprise par exemple entre 1 et 
50 mmol/1 ; et le colorant devra etre dans un milieu le moins 
tamponne possible pour avoir une bonne sensibilite et a une 
concentration de quelques micromoles h. quelques millimoles/litre 

On effectue les mesures de densite optique a une 
longueur d'onde de 580 nanometres par exemple, 

L' ensemble, ou au moins le flacon de poudre 
d'urease, doit etre conserve entre 4° et 8°C ; il est ainsi 
utilisable apr&s plusieurs mois. Grace & cette disposition 
d* ensemble, on met au service de l'analyste un moyen de 
dosage simple rapide, efficace et peu coilteux. 
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Les exeraples "suivants sont destines i illustrer la 
pr6sente invention sans en limiter I5 port6 . 

Exempt l : Coffret de r^acttfa pour le dosage de Vnr^ 

Ce coffret se compose des reactif s suivants : 
RSactif 1 (pret 4 l'emploi) : solution aqueuse de 

* pourpre de phtal6ine 2,5 mmol/1 

* tampon TRIS 30 mmol/1 

* E D T A 5 nmoi/! 

* 1' ensemble est a juste a un pH de 7,4. 

Reactif 2 (poudre a dissoudre dans l'eau physiblogique 
en mode bi-reactifs ou dans le reactif 1 en mode mono- 
reactif ) 

* urease ......... >35 000 U/l 

Reactif 3 (pret a l'emploi) : standard uree 

* uree 250 mmol/1 

Differents conditionnements peuvent etre 
envisages : 





Reactif 1 


Reactif 2 


Reactif 3 


grand 


500 ml 


50 ml 


5 ml 


moyen 


250 ml 


25 ml 


5 ml 


petit 


100 ml 


10 ml 


5 ml 



Exemple 2 : Dosage de 1'uree dans les urines en mode 

bi-reactifs 

Le reactif 2 est reconstitue par de l'eau 
physiologique (chlorure de sodium a 150 mmol/1) selon le 
conditionnement utilise. Le photomfrtre est regie & une 
longueur d'onde de 580 nsu -Le dosage est conduit & une 
temperature allant de la temperature ambiante & 37°C 
environ. 
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Le mode b'peratoire figure dans le tableau ci-apres 



10 



15 



Introduire au fond d s tubes h esaai : 




T6moin 
R6actifs 


Standard 


Essai 


Standard 




10 ul 

/ 




Echantillon d'urines 






10 ul 


Reactif 1 


1 ml 


1 ml 


1 ml 


M61 anger, incuber 1 minute 
et mesurer la density 
optique (DO) a 580 nm 
contre le tdmoin 






^lech 


Reactif 2 


100 ul 


100 ul 


100 ul 


Melanger , incuber 

5 minutes et mesurer la 

DO a 580 run contre le 

temoin 




°°2et 


°°26ch 



20 



Calcul du resultat : 
( D0 2ech " ^lech ) 

x concentration du standard 

(D0 2 £t: "* 00 let ) < 230 mol /l) 



25 



30 



- Linear ite : 500 mmol/1 

Exemole 3 : Dosage de l'uree dans le sana en mode 

bi-reactif s 

On procede comme a l'Exemple 2, except e que les 
volumes de standard et d' echantillon de serum ou de plasma 
sont de 50 ul, et que le standard uree doit etre dilue au 
1/10^. 

La linear ite est de 100 mmol/1. 
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: Dosaoe de l'uree dans lea u rines ou dans la 

* 

sana en mode mono- r6actif 

On procfede comme i l'Exemple 2, excepts que le 
r6actif 2 est reconstitu6 avec le r6actif 1 (au lieu de 
l'eau physiologique) . 



Introduire au fond des tubes h essai : 




Standard 


Essai 


Standard 

Echantillon 

Rdactif 


10 jil (urines) 
ou 50 ^il (sang) 

1 ml 


10 ul (urines) 
ou %0 ^1 (sang) 

1 ml 


Mesurer la DO a 580 nm 
aussitot apres 1' addi- 
tion de reactif 


D °let 


^lech 


Faire une deuxie&e 
mesure de DO 5 minutes 
plus tard 


°°2et 


^ech 



calcul du resultat : 



( D °2ech " ^lech) 

x concentration du standard 

(D0 2 et " D0 wt ) 

linearite ^ 500 xnmol/1 pour les urines 

100 mmol/1 pour le sang. 



2654436 



10 

* 

Exemple 5 : Dosage de l'iiree d ans leg urines ou dan 

en mode clnetloue 



Introduire au fond des tubes & essai : 




Standard 


Essai 


Standard 
Echantillon 
Reactif (1+2) 


10 ;il (urines) 
ou 50 ^xl (sang) 

1 ml 


10 }il (urines) 
ou 50 )il (sang) 

1 ml 


Suivre la variation de 
DO entre Tg (aussitot 
apres le melange) et 
(1 minute plus tard) 
= DO 


DO et 


^ech 



Calcul du resultat : 



D °et 



x concentration du standard 



Linear it e : 500 mmol/1 (urines) 

100 mmol/1 (sang) 
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1 - Proc6d6 pour le dosage de l'uree, ou de 
l'urdase dans les milieux liquides, en particulier dans les 
fluides biologiques, caract6ris6 par le fait qu'on melange 

5 1'dchantillon renfermant respectivement l'urde h doser ou 
l'urdase & doser avec un premier r6actif essentiellement 
constitu6 par une solution aqueuse d'un compost chimique qui 
est stable dans ladite solution au moins pendant la dur6e du 
dosage, dont la coloration varie en fonction du pH,dans la 

10 plage de pH allant d' environ 5,5 k environ 9, ladite 
solution renfermant le cas ech^ant respectivement de 
1 'urease ou de l'uree, ladite urease ou uree dtant, dans la 
negative, ajoutee ulterieurement sous la forme d'une 
solution aqueuse et constituant alors un second reactif, et 

15 on deduit la concentration respectivement de l'uree ou de 
1 'urease recherchee de la difference des mesures de la 
densite optique de l'echantillon a une meme longueur d'onde 
du spectre visible, effectu6es avant et apres 1' action 
d'hydrolyse par 1' urease, cette difference etant comparee au 

20 resultat obtenu, dans les memes conditions, avec une 

solution etalon respectivement d'uree ou d' urease* 

2 - Procede selon la revendication 1, caractdrise 
par le fait que : 

- dans une premiere etape, on melange l'echantillon 

25 renfermant respectivement l'uree a doser ou 1 'urease a 

doser avec un premier reactif essentiellement constitue 
par une solution d'un compose chimique dont la colora- 
tion varie en fonction du pH, dans la plage allant 
d' environ 5,5 a environ 9, ladite solution renfermant 

30 le cas echeant respectivement de 1 'urease ou de l'uree; 

- dans une seconde etape, on mesure la densite optique de 
l'echantillon ; 

- dans une troisi&ne etape, conduite dans le cas oix le 
premier reactif ne contenait pas respectivement 

35 d' urease ou d'uree, on ajoute a l'echantillon h 

traiter, un second reactif constitue par une solution 
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aqu use respect ivement d'ur6as ou d/ur6e ; et 
dans une quatrifeme dtape, on mesure k nouveau la 
density optique de l'6chantillon & la m&n longueur 
d'onde ; et 

on ddduit la concentration respect ivement d'ur6e ou 
d'urdase recherch6e . 

3 - Procedd selon la revendication 1, caract6ris6 
par le fait qu'on suit la variation de la density optique de 
1 ' dchantillon et de la solution etalon. 

4 - Procdde selon 1' une des revendications 1 a 3, 
pour le dosage de 1' urease, caracterise par le fait que 

1' urease est couplee a un anticorps ou i un antigene 
specifique d'une molecule, telle qu'une hormone, une 
proteine, un medicament, que l'on veut doser. 

5 - Precede selon 1'une des revendications 1 & 3, 
pour le dosage de 1' urease, caracterise par le fait que 

1 'urease est couplee a une sonde nucl6ique ADN ou AEN non- 
radioactive • 

6 - Precede selon l'une des revendications 1 a 5, 
caracterise par le fait que le compose chimique dont la 
coloration varie en fonction du pH est un complexant 
metallique. 

7 - Procede selon la revendication 6, caracterise 
par le fait que le complexant metallique est choisi parmi le 
pourpre de phtaleine, le rouge de pyrogallol, le bleu de 
methyl thymol, le pourpre de bromocresol, le bleu de 
toluidine et le bleu d' aniline, 

8 - Procede selon l'une des revendications 1 a 5, 
caracterise par le fait que le compose chimique dont la 
coloration varie en fonction du pH est un indicateur colore 
de pH. 

9 - Procede selon la revendication 8, caracterise 
par le fait que 1' indicateur colore de pH est choisi parmi 
l'hematoxylfcne, le tournesol, le nitro-4 phenol, le bleu de 
bromoxylenol , 1' alizarine, le bleu de bromothymol, le 
pourpre de cresol et la phenolphtaleine. 



i 
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10 - Proc6d6 selon l'une des revendications 1 a 9, 
caracterise par le fait que la solution aqueuse constituant 
le premier r§actif renferme au moins un agent complexant, 
tel que l'EDTA ou le NTA, en une quantity suffisante pour 
dviter toute interference avec les m6taux 6ventuellement 
presents dans le milieu. 

11 - Procede selon l'une des revendications 1 a 

10, caracterise par le fait que la solution aqueuse 
constituant le premier reactif est une solution tamponnee. 

12 - Proc£d£ selon l'une des revendications 1 h 

11 , pour le dosage de l'uree ou de 1' urease, caracterise par 
le fait que la concentration du' compost ehiroique dont la 
coloration varie en fonction du pH dans la solution 
constituant le premier reactif est comprise entre quelques 
micromoles par litre et quelques millimoles par litre, 

notamment entre environ 0,1 a 5 mmoles/1. 

13 - Proc§d§ selon l'une des revendications 1 3 12, pour le 

dosage de l'ur§e, caract§ris6 par le fait que la concentration en urease 

dans le premier reactif ou le second reactif est comprise 
entre quelques millieraes et quelques milliers d'UI/l. 

14 - Procede selon la revendication 13, carac- 
terise en ce que la concentration en urease est comprise 
entre 1 000 et 50 000 UI/1. 

15 - ProcSdS selon l'une des revendications 1 3. 12, pour le 

dosage de 1' urease, caracterise en ce que la concentration 
en urease eat inf^rieure a 1 UI/1. 

16 - Procede selon l'une des revendications 1 a 

12, pour le dosage de I 1 urease, caracterise par le fait que 
la concentration en urde dans le premier ou second reactif 
est comprise entre environ 1 et 50 mmol/1. 

17 - Proc£d£ selon l'une des revendications 1 k 
16, caracterise par le fait qu'on effectue les mesures de 
densite optique a une longueur d'onde d' environ 580 nanometres 

18 - Coffret des reactifs necessaires pour la 

mise en oeuvre du procede tel que defini a l'une des revendica- 
tions 1 & 3, et 6 a 14, pour le dosage de l'uree, caracterise 
par le fait qu'il comprend : 



2654436 

14 

un flacon d'une solution d'un compost chimique dont 
la coloration varie en f onction du pH ; 
un flacon d' urease en poudre ; et, 
un flacon de solution etalon d'uree. 
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